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睾酮与TBTC抑制斑马鱼卵巢发育的分子机制
*
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摘要:为探讨雄激素与三丁基锡对鱼类卵巢发育和配子发生的影响及其分子差异,分别用1μg·L-1睾酮(T)、1μg·L-1

三丁基氯化锡(TBTC)单独处理以及T、TBTC(两者含量均为1μg·L-1)联合处理对斑马鱼(Daniorerio)雌鱼进行了

90d暴露。组织学结果表明:与对照相比,经T、TBTC单独处理的斑马鱼成熟系数(GSI)下降,卵巢发育受阻,卵子发生

抑制,且TBTC单独处理的斑马鱼发育后期的卵母细胞大量凋亡;经T、TBTC联合处理的斑马鱼卵母细胞尽管在发育后

期发生凋亡,但仍有少量卵母细胞持续发育,GSI值明显升高。定量PCR结果表明:T和TBTC单独处理都能显著下调

雌激素(E2)合成酶基因cyp19a 及其上游调控基因foxl2 的表达(p<0.05),而两者联合处理则显著上调cyp19a 和foxl2
基因表达(p<0.05);T单独处理的斑马鱼雄激素合成酶基因P45011β的表达显著升高(p<0.05),而TBTC单独处理使

该基因表达显著下降(p<0.05),T、TBTC联合处理对该基因表达无显著影响;T、TBTC单独处理均不影响孕激素合成

酶基因20βHSD 的表达,但T、TBTC联合处理却显著上调该基因的表达(p<0.05)。研究认为T、TBTC抑制斑马鱼卵

巢发育和卵子发生的机制可能既相似又有所差异。
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内分泌干扰物(Endocrinedisruptingchemicals,EDCs)能严重影响鱼类的生殖功能,干扰体内激素的分泌,
造成生殖和遗传方面的不良后果[1-2]。大量研究表明,EDCs暴露会严重损害鱼类的性腺发育和配子发生,引起

鱼类产生明显的雌、雄性化效应[3-5]。其中,有机锡化合物如三丁基锡(Tributyltin,TBT)具有明显的雌性抑制效

应[6],它在水中的主要存在形式为三丁基氯化锡(Tributyltinchloride,TBTC)[7]。TBTC应用广泛且难降解,易
富集于鱼体;它对海洋生物具有毒性作用,特别是存在生殖毒性,因而被人们高度关注[8]。对雌性鱼类的研究发

现,TBT暴露能扰乱鱼类内源性激素平衡、抑制卵巢发育[9-10]。TBT具体的作用机制尚不十分明确,Shimasakir
等人[11]认为TBT是芳香化酶抑制剂,可导致雌激素水平降低,卵巢发育被抑制;但Nakanishi等人认为TBT可

能通过抑制芳香化酶基因cyp19a 的转录来抑制雌激素合成[12]。因此,关于TBT的作用机制还存在很大争议。
与TBT效应相似,外源雄激素也可通过抑制卵巢中cyp19a 基因的表达,降低血清中雌二醇(17β-estradiol,

E2)的水平,进而导致卵巢发育被抑制,雌鱼雄性化,甚至发生性反转[13-15]。其中,睾酮(testosterone,T)对于维

持鱼体内性激素的平衡至关重要,它是鱼类雌激素E2和雄激素11-酮基睾酮(11-ketotestosterone,11-KT)共同

的前体;同时血清中的T也可通过负反馈机制影响卵巢发育[16-17]。
雄激素和TBT都具有雌性抑制效应,但二者功能截然不同,故两者分子作用机制可能存在一定差异。为此,本

研究用T、TBTC单独处理及两者联合处理对120d龄斑马鱼雌性成鱼进行了90d暴露。通过组织学和荧光定量

PCR的方法,研究两种药物对斑马鱼成鱼卵巢发育和卵子发生的影响,并探讨了其中可能的分子差异。

1材料与方法

1.1实验材料与处理

实验用斑马鱼雌性成鱼(AB系120d龄)为研究组自行繁殖获得,体质量为(0.500±0.051)g,处理前用曝

气除氯后的自来水暂养于恒温循环水养殖系统中。实验设置3个处理组和1个对照组,其中两个单独处理组分

别仅含有T、TBTC,含量均为1μg·L-1;联合处理组中同时含有T、TBTC,含量均为1μg·L-1,并加入0.05‰
DMSO作为助溶剂;对照组中仅加入0.05‰DMSO而不含T、TBTC。在各实验组所用玻璃缸(20L)中随机放
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入实验鱼15尾;每日喂食3次、换水1次,连续处理90d。所有鱼缸连续适量充气,水温控制在(27±1)℃,光照

周期为14h光照︰10h黑暗。处理90d后,将斑马鱼解剖取出卵巢。每组取6尾斑马鱼卵巢用于组织学观察,同
时每组取6尾鱼卵巢用于成熟系数(Gonadosomaticindex,GSI)计算和总RNA的提取。上述实验共重复3次。
1.2组织学研究

对实验鱼卵巢用4%PFA(pH值为7.4)于4℃固定24h。经梯度酒精脱水和二甲苯透明,60℃石蜡包埋,
随后进行5μm连续切片,HE染色,中性树胶封片,并在生物显微镜(DM2700M光学显微镜,德国徕卡)下观察

拍照。
1.3荧光定量PCR

表1 引物及其序列

Tab.1 Primersandtheirsequencesusedinthisstudy
引物名称 引物序列(5′~3′) 序列号

foxl2-F GCTGCAGCACCTCCGGTGAC
foxl2-R CCGCGCGTGTAGTGCAGAGT

BC116585

cyp19a-F CGGATCGGGTCCTCGGTCGT
cyp19a-R CGGCTGCTGCGACAGGTTGT

KF296362

P45011β-F CTGGGCCACACATCGAGAG
P45011β-R AGCGAACGGCAGAAATCC

FJ713105

20βHSD-F TCATGCTCTTCTGCCGATAC
20βHSD-R CAAGGGACTTCTTGCTGACA

EU918603

β-actin-F TGTGGATCAGCAAGCAGGAG

β-actin-R GCCATACAGAGCAGAAGCCA
AF057040

ef1α-F GATCACTGGTACTTCTCAGGCTGA
ef1α-R GCTGCTCCAGGTTTGCCTAT

KC508618

  用Trizol从实验鱼新鲜卵巢中提取总RNA,
保存于-80℃条件下。总RNA用1%琼脂糖凝胶

电泳检测RNA完整性,紫外分光光度计检测RNA
纯度和浓度。取1μg总 RNA 按照 PrimeScript
RTreagentKit(TaKaRa)说明书去除基因组DNA
并进行反转录,合成第一链cDNA,-20℃下保存。
从 GenBank 查 得 斑 马 鱼 基 因 foxl2、cyp19a、
P45011β、20βHSD 及看家基因β-actin、ef1α序列

(表 1),用 Primer-BLAST 设 计 引 物 并 验 证

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),引 物

通过Invitrogen公司合成。
荧光定量PCR反应及检测在Bio-radIQ5(Bio-

Rad)上进行,为保证结果的准确性,对每一样品技

术性重复3次。反应体系(20μL)构成:1μLcDNA
(第一链cDNA稀释5倍),10μLiTaqTM Universal
SYBR®Green(×2),0.5μL正向引物(10μmol·L-1),0.5μL反向引物(10μmol·L-1),8μLRNaseFree
ddH2O。实时定量采用两步PCR扩增法:95℃、10s,预变性;95℃、5s,60℃、30s,循环45次。参照Goll等运

用的相对标准曲线法对相对定量的结果进行分析[18]。在本研究预实验中,发现药物处理不影响ef1α 基因的表

达,同时ef1α技术性重复效果比β-actin 更稳定,因此选用ef1α做内参进行相关统计。
1.4GSI计算

GSI计算公式为“成熟系数=(性腺质量/体重)×100%”。
1.5数据处理与分析

用SPSS13.10软件对实验结果进行方差分析和多重比较,差异显著性水平为p<0.05。

  注:*代表差异显著(p<0.05),下同。

图1 T与TBTC暴露90d对

雌性斑马鱼成熟系数的影响

Fig.1 Gonadosomaticindexof
femalezebrafishexposedtoTand

TBTCfor90days

2结果与分析

2.1对卵巢发育的影响

图1显示暴露处理90d后,与对照组相比,T、TBTC单独处理组中

斑马鱼GSI值都显著降低(p<0.05),卵巢的发育受到抑制;T、TBTC联

合处理组中斑马鱼GSI值显著上升(p<0.05),卵巢质量明显增加。
2.2对斑马鱼卵巢发育和卵子发生的影响

组织切片结果显示,对照组卵巢被大量的卵黄发生中期(MV期)与
完全生长期(FG期)的卵母细胞占据,同时也有处于不同发育时期的卵

母细胞存在(封二彩图2a)。T暴露90d后卵巢中 MV和FG期卵细胞

完全消失,只存在卵黄发生早期(EV期)和卵黄生成前的卵母细胞(封二

彩图2b)。TBTC处理组卵巢中FG期卵母细胞凋亡,卵母细胞凋亡后

的细胞壁、细胞质溶解在一起(封二彩图2c)。T和TBTC联合处理卵巢

中处于发育后期的卵母细胞大量凋亡,但是仍存在一定数量的发育后期

的卵母细胞(封二彩图2d)。
2.3对foxl2、cyp19a、P45011β和20βHSD 基因表达水平的影响

荧光定量 PCR 结果表明,与对照相比,T、TBTC单独处理组foxl2 和cyp19a 基因表达均显著下调

33第2期               饶剑军,等:睾酮与TBTC抑制斑马鱼卵巢发育的分子机制



(p<0.05),而T和TBTC联合处理组中两者则均显著上调(p<0.05)(图3a、b);同时,T显著上调、TBTC显著

下调P45011β基因的表达(p<0.05),T、TBTC联合处理组中该基因表达无显著变化(图3c);T、TBTC单独处

理对20βHSD 基因的表达影响不显著,但两者联合处理则显著上调该基因的表达(p<0.05)(图3d)。

3讨论

图3 T与TBTC暴露对斑马鱼

foxl2、cyp19a、P45011β和20βHSD 基因表达的影响

Fig.3 InfluencesofTandTBTConfoxl2,cyp19a,P45011β,
and20βHSDgenesexpressionsinzebrafish

已有研究发现,甲基睾酮(Methyltes-
tosterone,MT)和 TBT均能抑制鱼类卵

子发生,诱导卵母 细 胞 凋 亡,使 GSI降

低[19-20]。本研究结果显示,T、TBTC单独

处理 也 能 显 著 抑 制 斑 马 鱼 卵 巢 发 育

(p<0.05),并抑制其中的卵子发生,导致

发育后期卵母细胞消失或者凋亡,与 MT
和TBT 单 独 处 理 的 结 果 一 致。与 T、
TBTC单独处理相似,在两者联合处理组

中,斑马鱼雌性卵巢发育后期卵母细胞也

发生了大规模的细胞凋亡,而早期卵母细

胞所受影响较小。不同之处在于,在 T、
TBTC联合处理组中仍存在相当数量并

未发生凋亡的发育后期卵母细胞。与之

相对应的是,T、TBTC联合处理组的GSI
值显著升高(p<0.05),暗示两者的联合

处理促进斑马鱼卵巢发育,而这与组织学

观察结果截然不同。可以推测,T、TBTC
联合处理组中雌性斑马鱼GSI值升高可能

是卵母细胞凋亡和卵母细胞持续发育的共

同结果,但其中内在的原因还有待研究。
内源雌激素和雄激素的平衡对鱼类性腺发育至关重要[10-15]。这种平衡依赖于类固醇激素合成酶,特别是由

cyp19a基因编码的芳香化酶的作用[21]。相关研究表明,外源雄激素和TBT均可通过下调cyp19a 基因的表达,
降低血清中E2的水平,从而抑制卵巢发育[22-24]。本研究发现,T、TBTC单独处理不仅能显著降低斑马鱼

cyp19a 基因的表达(p<0.05),还能抑制该基因上游调控因子foxl2 的表达,并最终抑制内源E2的合成。因此

可以推测:cyp19a 的表达显著下调可能是T、TBTC单独处理导致的早期卵母细胞同步化与后期卵母细胞凋亡

的原因。然而与单独处理的结果截然不同,T、TBTC联合处理组中foxl2 和cyp19a 基因的表达明显上调,暗示

内源E2水平上升。至于上升的E2水平是否也有可能诱导卵母细胞凋亡,在目前有关哺乳类的研究中已经发

现,E2能诱导小鼠卵母细胞发生凋亡[25];而对斑马鱼的研究也发现,100ng·L-1EE2能导致发育后期(MV和

FG期)卵母细胞大规模凋亡[26]。尽管目前并没有内源E2水平上升诱导鱼类卵母细胞凋亡的相关报道,但有理

由推测,雌性血清中雌激素水平过低或者过高可能都将严重抑制卵巢发育和卵子发生。
T、TBTC单独处理不仅影响雌激素的合成,对雄激素的合成也有较大影响。P45011β是T向11-KT转化

的关键酶[27],在有关青鳉(Oryziasmelastigma)的研究中发现E2能抑制P45011β基因的表达[28]。本研究中,
T能诱导P45011β基因表达上调,这可能是因为内源雌激素水平下降所致。TBT由于自身复杂的生理效应,既
可抑制荷斯坦奶牛(Holsatiaevaccas)肾上腺细胞中P45011β蛋白的活性,也能抑制P45011β基因的表达[29]。
因此可以推测,TBTC单独处理也可能产生相似的效应下调卵巢中P45011β基因的表达。至于T、TBTC联合

处理对P45011β基因表达无显著影响,则表明了两种药物对P45011β基因的调控呈拮抗效应。
在鱼类卵子生长和成熟过程中,存在着从合成E2向合成孕激素17α,20β-双羟孕酮(17α,20β-dihydroxy-4-

pregnen-3-one,DHP)迅速转移的模式,进而控制卵子生长和成熟[30]。相关研究也表明,血浆中DHP水平上升

能促进斑马鱼卵母细胞持续成熟与排卵,而20βHSD则是合成DHP的关键酶[31-32]。本研究发现T、TBTC单独

处理均不影响斑马鱼20βHSD 基因的表达,而两者联合处理却显著上调20βHSD 的表达(p<0.05)。这一结

果暗示联合处理组斑马鱼血清中DHP水平可能上升,并促进卵母细胞持续发育和成熟。这可能就是在联合处

理组中仍能观察到发育后期卵母细胞的原因。由于在T、TBTC联合处理组中雌激素和孕激素水平可能都较
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高,因此在联合处理组斑马鱼卵巢中可同时观察到卵母细胞凋亡和卵母细胞持续发育的现象,这与T和TBTC
单独处理时的情况截然不同。

总之,本研究认为T和TBTC可能通过既相似又有所差异的机制来抑制斑马鱼卵巢发育和卵子发生。
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AnimalSciences

MechanismsInvolvedintheInhibitionofZebrafish(Daniorerio)
OvarianDevelopmentbyTestosteroneandTributyltinChloride

RAOJianjun,LIYingwen,ZHANGQunfang,LIUZhihao
(ChongqingKeyLaboratoryofAnimalBiology,ChongqingEngineeringResearchCenterofBioactiveSubstances,

CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:Toinvestigatetheinfluencesandthedifferentialmechanismsofandrogenandtributyltinchlorideonfishovariandevelop-
mentandgametogenesis,femalezebrafish(Daniorerio)adultswereexposedtotestosterone(T,1μg·L-1),tributyltinchloride
(TBTC,1μg·L-1)andtheircombinationfor90days.Histologicalresultsrevealedthat,InTandTBTCtreatedgroupsafterex-
posure,thegonadosomaticindex(GSI)droppedsignificantlycomparedtothecontrol,indicatingsuppressedovariandevelopment
andoogenesisofthefish.TBTC(whilenottheT)inducedapoptosisinvitellogenticoocytes.Howeverinthecombinationgroup,a
fewvitellogenticoocyteswerealsopresentexceptforapoptosisinvitellogenticoocytes.GeneexpressionstudiesshowedthatTand
TBTCexposuresignificantlyreducedtheexpressionsofovariantypearomatase(cyp19a)anditsupstreamregulatorfoxl2(p<
0.05),whilethecombinedtreatmentsignificantlyincreasedtheirexpressions(p<0.05).Whereas,Tinducedahigherexpression
ofP45011β,andTBTCinhibiteditsexpression(p<0.05),whileinthefishofcombinationgroup,theexpressionofP45011βre-
mainedunchanged(p<0.05).Besides,theexpressionsof20βHSD (generesponsibleforprogesteroneproduction)infishofTand
TBTCgroupsremainedunchanged(p<0.05),whilethecombinationofdrugsdramaticallyup-regulatedtheexpressionof20βHSD
(p<0.05),Insummary,wesuggestthat,bothsimilaranddifferentialmechanismswereinvolvedinTandTBTCinducedovarian
dysplasiaandoogenesisarrest.
Keywords:testosterone;tributyltinchloride;Daniorerio;ovariandevelopment;differentialmechanisms
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